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論文内容の要旨 
 
脊髄損傷の主な原因は交通事故、スポーツ事故、あるいは転落事故などの外傷性であ
る。損傷部位より下位の運動機能および感覚機能の障害が生じ、特に下肢麻痺が高頻
度に生じる。脊髄損傷の主な治療はリハビリテーションであるが、その効果は乏しく
現在のところ根本的な治療法は確立されていない。治療を困難にしている根底に、脊
髄などの中枢神経系は再生しにくいという現実がある。その要因としてアストロサイ
トの集積によって生じるグリア瘢痕、コラーゲン線維などの集積による線維性瘢痕、
さらにはミエリンやアストロサイトに存在する神経再生阻害因子の存在がある。神経
再生阻害因子としては、Nogo protein（Nogo）のほかに4種類の因子が報告されてい
る。これら5 種の神経再生阻害因子が共通の受容体であるNogo receptor-1 （NgR1）
に結合することにより成長円錐の崩壊や突起伸長の阻害を誘起される。 
近年、廣川の所属研究室において嗅覚情報の二次投射路であるlateral 
olfactory tract（LOT）の形成に関わる分子としてLOT Usher Substance（LOTUS）が
発見された。LOTUS はNogo等の神経再生阻害因子に対してNgR1の内在性アンタゴニス
トとして機能することが明らかとなった。しかしながら、生体内におけるLOTUS の神
経再生に対する関与は未だ明らかとなっていない。 
 本学位論文の研究において、廣川等は、野生型、lotus 遺伝子欠損、lotus過剰
発現トランスジェニックマウスに脊髄損傷モデルを作製し、LOTUS の神経再生能への
関与を検討した。さらに、LOTUS リコンビナントタンパク質を患部に投与する治療法
の開発を念頭に、リコンビナントLOTUS タンパク質投与による脊髄損傷後の神経再生
能についても解析を行った。 
脊髄損傷モデルは、7-9 週齢の雌マウスを麻酔下に第8～9 胸椎部分を深さ1 mm 
の背側半切断して作製した。その後の運動機能回復能を後肢運動機能の評価法の一つ
であるBasso Mouse Scale for Locomotion（BMS スコア）を用いて継時的に評価を行
った。また術後28 日目には、Grid walking test およびfoot print test を行い、
後肢の運動機能を評価した。野生型マウスとLOTUS-KO マウスをこれらの評価法を用
いて比較すると、野生型マウスでは脊髄損傷後3 日目から運動機能が顕著に回復し、
7 日目にはBMS スコア3 点程度にまで回復したのに対し、LOTUS-KO マウスでは脊髄
損傷後28 日目を経過してもBMSスコア1 点程度にしか回復しなかった。脊髄損傷後28 
日目の脊髄を摘出し、セロトニン神経線維の免疫組織化学染色を行ったところ、運動
機能回復が遅延するLOTUS-KO マウスでは損傷部より尾側部のセロトニン陽性線維が
野生型と比べて減少していた。すなわち、LOTUS-KO マウスは野生型マウスと比較し、
脊髄損傷後の運動機能および組織学的な回復能力が顕著に低下していたことが示さ
れた。続いて廣川等は、LOTUSを神経細胞の軸索特異的に発現するLOTUS-TG マウスを
作製し、LOTUS過剰発現の効果を同様に解析した。その結果、野生型マウスの運動機
能回復が頭打ちになる10 日目以降も、LOTUS-TG マウスは運動機能の回復が見られた。
損傷後28 日目において、LOTUS-TG マウスではBMSスコアが６点にまで回復した。Grid 
walking test、Foot print test でも野生型マウスに比べて優位な機能回復が見られ
た。セロトニン神経線維の免疫組織化学染色では、LOTUS-TG マウスにおいて損傷部
より尾側部のセロトニン陽性線維の強度が野生型と比べて増加した。軸索再生マーカ
ー、growth-associated protein43 (GAP-43)の発現量もLOTUS-TG マウスにおいて高
発現していた。これらの結果から、LOTUS-TG マウスは野生型と比較し、脊髄損傷後
の運動機能回復能力が優れていることが示された。最後に、野生型脊髄損傷モデルマ
ウスの急性期にあたる損傷後5 日目に、生体吸収性ハイドロゲルにリコンビナント
LOTUSを浸潤させ、患部に直接移植してその効果を判定した。BMSスコアによる解析の
結果、コントロール群では、BMSスコアは2〜3 点程度にとどまったのに対し、LOTUS
投与群は4〜5 点にまで回復した。また、Fc- LOTUS 投与群はGrid walking test、Foot 
print test でもコントロール群に比べて優位な機能改善が見られた。 
これらのことから、損傷後に減少する脊髄内LOTUS 発現量を補填することが、更
なる運動機能の改善に繋がることが示唆された。かつ、投与型LOTUS においてもNgR1 
アンタゴニズムを示すことが明らかとなったことから、脊髄損傷急性期において
LOTUS リコンビナントタンパク質を用いた治療法の可能性が示唆され、将来的には臨
床応用への展望が開かれた。 
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論文審査結果の要旨 
 
廣川智子さんの博士論文発表にひきつづき、質疑応答が行われた。 
小川主査からは、中枢神経系の神経再生が阻害されているということの生理学的意義、
Nogoなどの阻害因子は進化的にいつから存在するのか、脊髄で神経再生させることで
逆に問題が生じないか、阻害因子の遺伝子欠損で何らかの異常表現型が観られるか、
Nogoには他に生理作用があるのではないか、という質問があった。廣川からは、中枢
神経の無秩序な再生はかえって個体に不利益をもたらす可能性があること、LOTUSは
胎仔期の神経系においても発現しており、中枢神経系の発生において役割が重要であ
ること、進化的な出現時期は不詳だがゼブラフィッシュにおいてもLOTUSの存在が確
認されており、少なくとも脊椎動物ではその機能が獲得されていると考えられること、
等の回答があった。 
岡田副査からは、ヒトとマウスでは脊髄再生の程度が異なるが、マウスで実験する意
義はどこにあるのか、マウスでは脊髄再生がある程度起こる理由は何か、脊髄再生と
は具体的にどういった現象を指すのか、2 日間で再生が起きているデータだが、その
ような短期間でも再生が可能なのか、セロトニン線維を調べた理由は何か、皮質脊髄
路を観ないのか、過剰発現マウスにおいて何らかの異常表現型が観られるか、という
質問がなされた。廣川からは以下の回答があった。ヒトでは殆ど認められない脊髄再
生がマウスでは若干ながら認められる。その違いはあるが、マウスにおいても脊髄の
再生は不完全であり、LOTUS の欠失と過剰発現の影響を見る上では有効な実験系で
ある。マウスで脊髄再生が生じる理由のひとつは前肢と後肢の協調運動をしているこ
とから、後肢だけの傷害である今回のモデルではリハビリが有効であったと考えられ
る。今回のモデルにおいて皮質脊髄路を傷害できているか確認してないが、皮質錐体
路が傷害されることは確認している。セロトニンは神経軸索の一般的なマーカーにな
っている。また、岡田副査から、臨床応用へ発展させるために今後の展開をどう考え
ているか、脊髄損傷にも様々な状態があるが、どのような損傷を治療対象と考えてい
るか、という質問があった。廣川からは、今回のマウス実験の成果から、受傷後に
LOTUS を局所投与する方法の最適化を行い、その後にマーモセット等のサルを使っ
た動物実験を開始して、有効性と安全性を検討してゆくとの回答があった。脊髄損傷
は、慢性期の状態も治療対象にしてゆきたいが、まずは急性期の損傷の回復を促す効
果を検討してゆくのがよいと考えているとのことだった。 
片岡副査からは、脊髄損傷後の後肢の機能回復において神経線維の再生と再連結は具
体的にはどうなっているのか、その際の LOTUS の役割は何か、LOTUS 投与前から回復
が始まっているように見えるのは何故か、LOTUSと NgR1の発現パターンは、LOTUSの
部分配列でも効果はあるか、等の質問があった。廣川からは、神経再生と神経末端の
連結に関する説明がなされたが、やや明確性を欠いていた。LOTUSは NgR1阻害を解除
 するのみならず、それ以外のメカニズムで神経軸索の伸長を促進するとの説明があっ
た。LOTUS、NgR1 の発現パターンは検討していないこと、LOTUS の活性部位は膜結合
部近傍の UA/CB領域であり、その部分だけでも活性があることが説明された。 
佐々木副査からは、in vitro ハイドロゲルの実験の詳細について、LOTUS が拮抗する
リガンドである MAG、Nogo66、OMgp、CSPGの発現はどのような時間経過で発現が変動
するか、LOTUS 投与時期は再生阻害因子の発現上昇とマッチしているのか、後肢の運
動機能障害の他に機能障害はないか、その回復は得られたか、という質問があった。
廣川からは以下の回答があった。LOTUSを浸み込ませたハイドロゲルを in vitroにお
いて LOTUSが拡散消失する時間経過を記録した実験である。上記の阻害因子の発現時
期は検討しておらず、脊髄損傷部位への LOTUS 投与（ハイドロゲル貼布）は損傷後 5
日目であるが、その時期の再生阻害因子の発現については調べていない。後肢の運動
機能以外には、尾の動きの障害と排尿障害が見られ、いずれも LOTUS により改善傾向
が見られたが、定量的な評価は行えていないとの回答があった。 
引き続き、関連分野科目に関する質疑応答がなされた。 
小川主査から、実験に際しては、実験者の恣意が入らないようにすることが重要であ
るが、一般論としてそのような危惧にどうしたらよいと考えているか質問があった。
廣川からは、自らの実験において運動能の評価にさいして、対照群と実験群とをブラ
インドにしたとの回答があった。岡田副査から、トランスジェニックマウスの作製方
法、今後の臨床研究に向けた展開の仕方、その前段階での大型動物を用いた実験の倫
理、また大型動物においてマウスと違う結果が出てきた時の対処方針等について質問
したが、一部返答に窮したところもあったが、返答は概ね妥当なものであった。 
佐々木副査から、マウスの運動機能を測定する方法を複数説明するように質問があっ
た。廣川からは、rota rod法、特殊な方法として骨盤の動きを画像解析する方法等、 
の回答があった。片岡副査から、霊長類と齧歯類の中枢神経の回復能力の違いについ
てその理由や、細胞レベル・培養系での差異があるか、質問があった。廣川からは、
神経の可塑性が違うとの回答があった。 
英語力（外国語科目）の評価に関しては、スライド１枚を用いて英語での口頭説明を
行ってもらった。流暢というわけではないが、内容は十分に伝わる英語であった。英
語で書かれた論文概要も、文章の流れも読みやすく論理も明快であった。ただし、初
歩的な文法ミス等が各副査から指摘されていた。 
本論文は、マウスでの脊髄再生におけるLOTUSの機能を検討した研究であり、その成
果には高い評価が相応しい。本人が熱心に取り組んだ結果であることも全員が理解で
きることであり、それも高く評価された。発表も論理的であり、質疑にもほぼ適切な
回答が成された。博士の学位に値すると判断する。 
 
 
 
 
